PCX 



ORGANISATION MONDIALE DE LA PROPRIETE INTELLECTUELLE 
Bureau international 




DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATERE DE BREVETS (PCT) 



(51) Classification internationale des brevets ^ : 
C12Q 1/68, C12P 19/34 



Al 



(11) Num^ro de pubUcation internationale: WO 97/04126 
(43) Date de publication internationale: 6 f^vrier 1997 (06.02.97). 



(21) Num^ro de la demande Internationale: PCr/FR96/0n66 

(22) Date de dipdt international: 24 juillet 1996 (24.07.96) 



(30) Donn^es relatives & la priority: 

95/08945 24 juillet 1995 (24.07.95) FR 



(71) D^posant {pour tous les Etats disignis sauf US): BIO 

MERIEUX [FR/FR]; F-69280 Marcy-rEtoilc (FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) InventeursAMposants (US seulentent): CLEUZIAT, Philippe 
[FR/FR]; 16» lue de TEsptfrance. F-69003 Lyon (FR). 
MANDRAND, Bernard [FR/FR]; 21, rue de la Doua, F- 
69100 Villeurbanne (FR). 

(74) Mandataire: TONNHLUER, Jean-Qaude; Nony & Associ6s, 
29, rue Cambac6r6s, F-75008 Paris (FR). 



(81) Etats d^signfe: CA, US, brevet europ^en (AT. BE, CH, DE. 
DK, ES. FI. FR. GB. GR, IE, IT, LU, MC, NL. PT, SE). 



Public 



Avec rapport de recherche internationale. 

Avant I' expiration du dilai prSvu pour la modification des 

revendications, sera republi^e si de telles modifications sont 

regues. 



(54) TiUe: METHOD FOR AMPLIFYING NUCLEIC ACID SEQUENCES BY TRANSLOCATION USING CfflMERIC PRIMERS 

(54)Titre: PROCEDE D'AMPLIHCATION DE SEQUENCES D'ACIDE NUCLEIQUE PAR DEPLACEMENT, A L'AIDE 
D* AMORCES CHIMERES 



(57) Abstract 



12 



A target nucleic acid sequence (12) may be amplified in the presence 
of an enzymatic system including DNA polymerase, strand translocation and 
RNAse H activities by using a chimeric primer (Al, A2) that includes, in 
the 5' to 3* direction, an RNA-typc segment capable of hybridising with 
a 3 '-terminal segment of the target and a DNA-type segment capable of 
hybridising with a segment adjacent to said 3*-terminal segment of the target, 
and a DNA- or RNA-type primer Bl capable of hybridising with said 3'- 
temiinal segment of the target. A cyclic amplification is achieved that may 
be implemented isothermally on the basis of eidier a DNA or an RN A target 
even when the terminals are not defined* 

(57) Abr^g^ 

Pour amplifier unc sequence d'acide nucl^ique cible (12), en pr6sencc 
d'un systfeme enzymatique comprenani des activit^s d*ADN polymerase, de 
d6placement de brin et de RNAse H. on utilise une amorce chim^re (Al, 
A2) comprenant successivement, dans le sens 5' 3\ un segment de type 
ARN capable de s'hybrider avec un segment de l'extr6mittf 3' de la cible 
et un segment de type ADN capable de s'hybrider avec un segment contigu 
audit segment d'extr6mit6 3' de la cible, et une amorce Bl, de type ADN 
ou ARN, capable de s'hybrider avec ledit segment de rextr6mit6 3* de la 
cible. On obtient une amplification cyclique pouvant etre mise en CEUvre de 
fa?on isotherme et realisable indiff6remment d partir d'une cible ADN ou 
ARN, mime lorsque les extr6mit6s ne sont pas d^finies. 
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Procede d*ampKfication de seq uences d^acide nucleique par ddplacement. a 

La presente invention conceme ramplification de sequences d'acide 
5 nucleique. En particulier, la presente invention a pour objet un procede pour 
ramplification d'acides nucl^iques, ainsi que les reactifs destines a la mise en oeuvre de ce 
procede, 

II est souvent necessaire, dans les technologies relatives aux acides 
nucleiques et au materiel genetique, de determiner si un gene, une partie de gene ou une 

10 sequence nucleotidique est present chez un organisme vivant, un extrait cellulaire de cet 
organisme ou un echantillon biologique. Tout gene ou partie de gene etant caracterise 
par une sequence specifique de bases nucleotidiques, il suffit done de rechercher 
directement la presence de tout ou partie de ladite sequence specifique au sein d'un 
echantillon contenant un melange de polynucleotides. 

15 Uinteret de cette recherche de sequences nucleotidiques specifiques est 

immense, notamment pour la detection d'organismes pathogenes, la determination de la 
presence d'aileles, la detection de la presence de lesions dans un genome hote ou la 
detection de la presence d'un ARN particulier ou de la modification d'un hole cellulaire. 
Les maladies genetiques telles que la maladie de Huntington, la myopathic de Duchenne, 

20 la phenylcetonurie et la J3-thalassemie peuvent ainsi etre diagnostiquees par le biais de 
I'analyse des acides nucleiques des individus. De meme, il est possible d'effectuer le 
diagnostic ou Tidentification des virus, viroYdes, bacteries, champignons, protozoaires, ou 
toute autre forme de vie vegetale ou animale, par des tests mettant en oeuvre des sondes 
nucleiques. 

25 Dans les quelques exemples cites precedemment, apres avoir identifie une 

sequence specifique d'un organisme ou d'une maladie, il convient d'extraire les acides 
nucleiques d'un echantillon, et de determiner si cette sequence est presente. 

DifFerents types de methodes de detection des acides nucleiques sont decrits 
dans la litterature. Ces methodes reposent sur les proprietes d'appariement purine- 

30 pyrimidine des brins complementaires d'acides nucleiques dans les duplex ADN-ADN, 
ADN-ARN et ARN-AKN. Ce processus d'appariement s'efFectue par I'etablissement de 
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liaisons hydrogene entre les bases adenine-thymine (A-T) et guanine-cytosine (G-C) de 
FADN double brin ; des paii:es de bases adenine-uracile (A-U) peuvent egalement se 
former par liaison hydrogene dans les duplex ADN-AKN ou ARN-ARN. Uappariement 
de brins d'acide nucleique pour la determination de la presence ou de I'absence d'une 
5 molecule d'acide nucleique donnee est communement appel^e "hybridation d'acides 
nucleiques" ou simplement "hybridation". 

La methode la plus directe pour detecter la presence d'une sequence cible 
dans un echantillon d'acide nucleique est d'obtenir une "sonde" dont la sequence est 
sufHsamment complementaire d'une partie de Tacide nucleique cible pour s'hybrider a 

10 celui-ci. La sonde ainsi synthetisee peut etre appliquee dans un echantillon contenant des 
acides nucleiques. Si la sequence cible est presente, la sonde formera avec la cible un 
produit d'hybridation. En I'absence de sequence cible, aucun produit d'hybridation ne se 
formera. Si la sonde synthetisee est couplee a un marqueur detectable, le produit 
d'hybridation peut etre detecte en mesurant la quantite de marqueur present. Le transfert 

15 de type Southern (Southern E.M., J, Mol Biol, 98, 503 (1975)) ou Northern ou la 
technique du Dot blot ou I'hybridation sandwich (Dunn A.R. et Hassel J. A, Cell, 12, 
23, (1977)) constituent des exemples oii ces methodes sont utilisees. 

La principale difficuhe de cette approche est, cependant, qu'elle n'est pas 
directement applicable aux cas ou le nombre de copies de la sequence cible presente dans 

20 un echantillon est faible, inferieur a 10^ environ. Dans ces conditions, il est difficile de 
distinguer un signal significatif, superieur au bruit de fond de la reaction (c'est a dire de 
distinguer la fixation specifique d'une sonde sur sa sequence cible de la fixation non 
specifique entre la sonde et une sequence difFerente de la sequence cible). Une des 
solutions a ce probleme consiste a augmenter le signal de detection par une technique 

25 preliminaire visant a augmenter considerablement, de maniere specifique, le nombre de 
copies d'un fragment d'acide nucleique cible, s'il est present dans Techantillon. Une telle 
technique est couraniment appelee technique d'amplification. 

Les articles de Lewis (1 992. Genetic Engineeri?}g News 12: 1-9) d'une part, 
et d'Abramson et Myers (1993. Curr Opin, BiotechwL 4 : 41-47) d'autre part, 

30 constituent de bonnes revues generales des techniques d'amplification. Ces techniques 
reposent principalement : a) soit sur la repetition de cycles de synthese d'ADN in vitro 
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par elongation d'amorces nucleotidiques hybridees sur la sequence cible a amplifier par 
une ADN polymerase comme dans la methode dite PCR ("Polymerase Chain Reaction", 
brevets des Etats Unis d'Amerique n°4 683 195, 4 683 202 et 4 800 159 ; brevet 
Europeen n 0 201 184 ; ou la techiuque dite RCR ("Repair Chain Reaction"), demande 
5 de brevet n*' WO 90/01069 ; la methode rfamplification avec deplacement de brin 
("Strand Displacement Amplification", dite SDA), brevet Europeen n® 0 497 272 ; ou la 
methode d'amplification avec deplacement de brin au moyen d'une exonuclease, 
"exonuclease-mediated strand displacement amplification" brevet Europeen 
n"" 0 500 224) ; b) soit sur la repetition de cycles de synthese d'ARN in vitro, par reaction 

10 de transcription, par une ARN polymerase ADN ou ARN dependante dont I'activite est 
obligatoirement associee a une region specifique, dite region promotrice, renfermant une 
sequence ou une structure jouant le role de promoteur (technique dite TAS, demande de 
brevet n° WO 88/10315; technique dite 3SR ("Self-Sustained Sequence Replication") 
decrite dans la demande de brevet WO 90/06995 et le brevet Europeen n"" 0 373 960 ; la 

15 technique dite NASBA ("Nucleic Acid Sequence-Based Amplification") decrite dans la 
demande de brevet WO 91/02818 et le brevet Europeen if 0 329 822 ; la technique dite 
SPSR ("Single Primer Sequence Replication") decrite dans le brevet des Etats Unis 
d'Amerique n° 5 194 370).; la methode de transcription activee par ligation ("Ligation 
Activated Transcription") dite LAT, brevet des Etats Unis d'Amerique n° 5 194 370 et 

20 demande de brevet europeen n°0 369 775). 

Neanmoins, toutes les techniques d'amplification precedemment citees 
possedent au moins une limitation importante. Elles ne pemiettent, par exemple, 
rfobtenir un produit d^amplification qu'a partir d'un seul type d'acide nucleique cible : 
ARN ou ADN. Un autre inconvenient de certaines techniques d'amplification est la 

25 limitation de la taille du produit de reaction d'amplification. Les techniques telles que la 
RCR ou la LCR ne permettent d'amplifier que la sequence de la cible correspondant aux 
amorces et aux sondes nucleotidiques utilisees dans le processus d'amplification. Le bruit 
de fond non specifique (c*est a dire en absence de la cible) est egalement un serieux 
inconvenient de certaines techniques, ainsi dans le cas de la LCR, une ligation des 

30 extremites des oligonucleotides libres en exces s'efFectue en absence de la cible. 

Toutefois, le point critique de toutes ces techniques d'amplification reside 



wo 97/04126 



-4- 



PCT/FR96/01166 



dans r^tape de dissociation brin matrice / brin amplifie neo-synthetise. Dans les 
techniques evoquees precedemment, la premiere solution proposee consiste, comme dans 
la PCR ou la RCR, a realiser de nombreux cycles de temperature afm de dissocier les 
produits de reaction de la cible et permettre a ces produits de servir, a leur tour, de 
5 cibles. Cet imperatif technique limite par consequent le choix des enzymes utilisables, 
dans ces procedes d*amplification, aux enzymes thermostables telies que la Taq 
Polymerase dans la PCR ou une ADN ligase thermostable dans la RCR. Par ailleurs, la 
realisation de ces cycles successifs de temperature constitue un inconvenient pour 
I'automatisation de ces techniques. 

10 La seconde solution proposee (voir les techniques 3SR, TAS, LAT, NASBA 

ou celle decrite dans la demande de brevet n° EP 369 775) tire profit des systemes de 
transcription via une ARN polymerase ADN ou ARN dependante dont I'activite est 
obligatoirement associee a une region promotrice. Ces systemes presentent I'avantage 
d'etre realisables dans des conditions isothermes car I'etape de transcription libere des 

15 ARN simple brin qui a leur tour peuvent servir de cibles. Toutefois/ ces techniques 
d'ampltfication presentent elles aussi de nombreuses limites. Ainsi, I'lnstallation aux 
extremites des sequences cibles a amplifier d'une region promotrice fonctionnelle est 
requise pour Tetape de transcription, necessite souvent plusieurs etapes prealables a la 
reaction de transcription proprement dite, et fait intervenir une cascade d'activites 

20 enzymatiques. 11 est par consequent tres difficile de rendre ces techniques performantes 
du ^t de la difficulte de parvenir a des conditions reactionnelles satisfaisant 
simukanement ces quatre ou cinq activates enzymatiques. Par ailleurs, la creation tfun 
promoteur operationnel peut necessiter, a chaque cycle, I'installation de deux 
oligonucleotides par ligation sur la cible ce qui augmente egalement le nombre d'etapes 

25 (voir par exemple la methode du promoteur mobile decrite dans la demande de brevet EP 
0 369 775). 

Enfin, la methode SDA propose Tutilisation de la propriete de deplacement 
de brin que possedent certaines polymerases comme moyen de separation des brins 
d'acide nucleique matrice et neo-synthetise. Cette propriete bien connue a fait Tobjet de 
30 nombreuses publications scientifiques (voir par exemple, Y. Masamute et C.C. 
Richardson, 1971, J. Biol. Chem. 246, 2692-2701 ; R.L. Lechner et a/., 1983, J. Biol. 
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Chem. 258, 11174-11184 ; ou R.C. Lundquist et B.M. Olivera, 1982, Cell 31, 53-60). 
Cette technique d'amplification permet ia multiplication isotherme (37^C) d'une sequence 
d*ADN cible a I'aide d'une enzyme de restriction approprie et d'une ADN polymerase 
ADN-d6pendante d6pourvue d'activite exonuclease (Walker et ai, 1992. Proc. Natl 
5 AcacL ScL USA 89 : 392-396). EUe est basee sur I'hybridation d*amorces 
oligonucI6otidiques comprenant k leur extremite 5' une sequence de reconnaissance pour 
une enzyme de restriction. Apres hybridation avec la cible, ces amorces sont elongees par 
TADN polymerase en presence d'au moins un nucleotide modifie (5*[a-thio]dNTP). 
L'ADN double brin genere est soumis a Taction de Tendonuclease de restriction 

10 specifique. La presence de nucleotides modifies, sur le brin d'ADN neo-synthetise 
renfermant la sequence specifique de Tendonuclease de restriction, empeche la coupure 
par I'enzyme de ce brin. Ceci permet d'obtenir une coupure monocatenaire specifique sur 
Tamorce, laissant intact le brin complementaire modifie. UADN polymerase peut alors 
utiliser I'extremite 3' liberee afm de realiser une elongation le long de la cible demeuree 

15 intacte, et liberer un simple brin d*ADN dans le milieu reactionnel grace a la propriete de 
deplacement de brin de la polymerase. Ce brin libere peut a son tour fixer une amorce 
contenant une sequence de fixation d'enzyme de restriction, et une reaction cyclique est 
alors obtenue. De meme, il est decrit dans la demande de brevet europeen 543 612 une 
methode de preparation d'acides nucleiques presentant des extremites definies et pouvant 

20 servir ulterieurement dans une methode d'amplification, notamment la SDA precitee. Une 
methode similaire a la SDA utilisant une activite d'exonuclease au lieu d'une 
endonuclease et appelee "amplification par deplacement de brin au moyen d'une 
exonuclease" est ddcrite dans le brevet europeen n^ 0 500 224. 

Toutefois, les techniques decrices ci-dessus sont elles aussi limitees. D'une 

25 part, la sequence cible a amplifier ne doit pas comporter de site de restriction 
correspondant a Tendonuclease utilisee dans le procede. Par consequent, ii est 
indispensable de connaitre, sinon la sequence nucleique totale du fragment a amplifier, au 
moins la carte de restriction dudit fragment. D'autre part, le choix des nucleases de 
restriction est restreint a celles presentant la capacite de cliver un site de reconnaissance 

30 hemiphosphorothioate (c'est a dire comprenant un brin du duplex avec au moins un 
nucleotide modifie de type phosphorothioate) et, sur un plan plus general, les sites 
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comportant des nucleotides modifies. Enfin, outre les contraintes liees au choix du 
nucleotide modifie et aux imperatifs de la synthese chimique, ces procedes d'amplification 
sont egalement limites dans leur rendement, puisqu'il est connu que le Km des 
polymerases pour les nucleotides modifies est superieur a celui pour les nucleotides 
5 naturels, d*ou une plus faible efficacite d'incorporation enzymatique des nucleotides 
modifies dans la cible a amplifier. 

Compte tenu de ces nombreux inconvenients, il est done souhaitable de 
pouvoir disposer de nouvelles methodes d'amplification. 

Avant d*exposer I'invention, on donne ci-apres la definition de certains termes 
10 utilises dans sa description. 

Dans la presente demande, I'expression "amont" designe une region situee du 
cote de I'extremite 5' de Tacide nucleique ou de la sequence poiynucieotidique dont il 
s'agit, et I'expression "aval" designe une region situee du cote de I'extremite 3' dudit acide 
nucleique ou de ladite sequence poiynucieotidique. 
15 Par sequence "homologue" d'une autre sequence, on designe une sequence 

identique a une autre, ou assez identique pour s'hybrider avec une sequence strictement 
complementaire de la sequence avec iaquelle elle est homologue. 

Le terme "heteroduplex" designe un hybride ARN/ADN. Le terme 
"homoduplex" designe un hybride ADN/ADN ou ARN/ARN. 
20 Une sequence oligonucleotidique est dite "de type ADN" si elle est 

constituee d'ADN ou s'il s*agit d'une sequence poiynucieotidique modifiee possedant, 
outre les proprietes d'hybridation de brins des acides nucleiques, au moins une autre 
propriete en commun avec TADN. Cette propriete commune dependra bien entendu de la 
fonctionnalite de la sequence modifiee : c'est dans Texercice de cette fonctionnalite que la 
25 sequence en question a une propriete en commun avec TADN (c'est -a-dire : se comporte 
comme un ADN). 

Une sequence oligonucleotidique est dite "de type ARN" si elle est 
constituee d'ARN ou s'il s*agit d*une sequence poiynucieotidique modifiee possedant, 
outre les proprietes d'hybridation de brins des acides nucleiques, au moins une autre 
30 propriete en commun avec TARN, a savoir d'etre sensible a ia degradation par la RNase 
H dans les memes conditions que TARN. On sait que la KNase H degrade selectivement 
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le brin ARN d'un hybride ARN-ADN. 

Dans le precede de rinvention, le produit de depart comprend un premier 
segment "correspondant" a la sequence a amplifier, ce qui signifie qu'il s'agit soit de 
ladite sequence a amplifier, soit du brin complement^ure de ladite sequence a amplifier, 
5 6tant entendu que le proced6 foumit de toute fafon une amplification des deux brins 
complementaires, meme lorsque le produit de depart est monobrin. Elle permet d'obtenir 
un acide nucleique d'interet sous forme de monobrin, ce qui facilite son amplification 
ulterieure. 

La capacite de deplacement de brin, qui est bien connue pour certaines 

10 polymerases, conceme, entre autres, la synthese d'ADN par une ADM polymerase ADN- 
dependante ou ARN-dependante. Bien entendu, cette capacite de deplacement de brins 
est plus efficace lorsque les polymerases concemees n'ont pas d'activite de 5- 
3' exonuclease. Cette capacity de deplacement de brin peut etre apportee 
independamment des polymerases, comme cela sera precise ci-apres. Par "activite de 

15 deplacement de brin", on designe le phenomene par lequel un agent biologique, chimique 
ou physique, par exemple une ADN polymerase, provoque la dissociation du complexe 
forme par une matrice d'acide nucleique appariee avec son brin complementaire, cette 
dissociation progressant dans une direction de 5' vers 3' en conjonction avec 
Tavancement de la synthese d'un nouveau brin d'acide nucleique complementaire de la 

20 matrice. Le deplacement de brin commence a I'extremite 5' d'une sequence d'acide 
nucleique appariee et se propage vers I'aval au fiir et a mesure que progresse la synthese 
d'acide nucleique immediatement en amont du site de deplacement. Lacide nucleique 
neo-synthetise et I'acide nucleique deplace ont generalement la meme sequence 
nucleotidique qui est complementaire du brin d'acide nucleique matrice. L'activite de 

25 deplacement de brin peut etre apportee par la meme enzyme que celle conferant Tactivite 
de synthese d'acide nucleique, et particulierement la synthese d'ADN, ou elle peut etre 
une activite separee et independante. Des ADN polymerases telles que I'ADN 
polymerase I d'£. co//, le fragment de Klenow de I'ADN polymerase 1, I'ADN polymerase 
du bacteriophage T7 ou T5, la transcriptase inverse du virus HIV ou la transcriptase 

30 inverse du MMLV (Moloney Murine Leukemia Virus) sont des enzymes qui possedent a 
la fois une activite de polymerase et une activite de deplacement de brin. Des agents tels 



wo 97/04126 



-8- 



PCT/FR96/01166 



que les helicases peuvent etre utilises en conjonction avec des agents inducteurs qui ne 
possedent pas d'activit6 de deplacement de brin, afin de produire FefFet de depiacement 
de brin, c*est-a-dire le deplacement d*un acide nucleique simultanement a la synthese d'un 
acide nucleique de m§me sequence. De meme, des proteines telles que Rec A ou la 

5 Single Strand Binding Protein d*E, coli ou d'un autre organisme peuvent etre utilisees 
pour produire ou favoriser le deplacement de brin, en conjonction avec d'autres agents 
inducteurs. Pour plus de details et une discussion du deplacement de brin, on peut 
consulter KORNBERG, A. et BAKER, T.A., DNA Replication, 2nd Edition, pp 113- 
225, Freeman, New York (1992). 

10 II convient de remarquer que les polymerases utilisees pour efFectuer le 

deplacement de brin peuvent avantageusement etre egalement pourvue d'une activite de 
ribonuclease H. 

Les termes "fragment d'acide nucleique", "segment d'acide nucleique" ou 
"oligonucleotide" tels qu'utilises dans la presente demande designent un fragment d'ADN 

15 ou d*ARN naturel, un polynucleotide nature! ou de synthese, un fragment d'ADN ou 
d'ARN de synthese non modifie ou comprenant au moins une base modifiee telles que 
I'inosine, la methyl-5-desoxycytidine, la dimethylamino-5-desoxyuridine, la 
desoxyuridine, la diamino-2,6-purine, la bromo-5-desoxyuridine, la pseudouridine, la 
pseudoisocytidine ou toute autre base modifiee permettant I'hybridation. Ce 

20 polynucleotide peut aussi etre modifie au niveau de la liaison intemucleotidique (comme 
par exemple les liaisons phosphorothioate, H-phosphonate, alkyl phosphonate), au 
niveau du squeiette comme par exemple les alpha-oligonucleotides (brevet frangais 
n** 2 607 507) ou les PNA (Egholm et aL, 1992. J, Am. Chem. Soc, 1 14 : 1895-1897). 
Chacune des modifications peut etre prise en combinaison. 

25 Le terme "support solide" tel qu'utilise ici inclut tous les materiaux sur 

iesquels peut etre immobilise un fragment d'acide nucleique pour une utilisation dans des 
tests diagnostiques, en chromatographie d'affinite et dans des processus de separation. 
Des materiaux naturels, de synthese, poreux ou non, magnetiques ou non, modifies ou 
non chimiquement peuvent etre utilises comme support solide, notamment les 

30 polysaccharides tels que les materiaux de cellulose, par exemple du papier, des derives de 
cellulose tels que I'acetate de cellulose et la nitrocellulose ; des polymeres tels que le 
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cWorure de vinyle, polyethylene, polystyrene, polyacrylate ou copolymeres tels que 
polymere de chlonire de vinyfe et de propylene, polymere de chlorure de vinyle et acetate 
de vinyle ; copolymeres i base de styrenes ; des fibres naturelles telles que le coton et des 
fibres synthetiques telles que le nylon ; des ceramiques; de la silice, Les supports utilises 
5 dans la presente invention sont un polymere de polystyrene, un copolymere butadiene* 
styrene ou un copolymere butadiene-styrene en melange avec un ou plusieurs polymeres 
ou copolymeres choisis parmi le polystyrene, les copolymeres styrene-acrylonitrile ou 
styrene-methylmdtacrylate de mdthyle, les polypropylenes, les polycarbonates ou 
analogues. Avantageusement, le support de la presente invention est un polystyrene ou 

10 un copolymere a base de styrene comprenant entre 10 et 90 % en poids de motifs de 
styrene ou de la silice. Les supports solides selon I'invention peuvent etre, sans limitation, 
sous la forme d'une plaque de microtitration, d'une feuille, d'un cone. d*un tube, d*un 
puits, de billes ou analogue. 

Le terme "amorce" designe une structure oligonucleotidique simple brin. Ces 

15 nucleotides peuvent etre des desoxyribonucleotides et/ou des ribonucleotides. Ces 
nucleotides peuvent etre modifies comme decrit precedemment dans le paragraphe relatif 
a la definition du terme "fragment d'acide nucleique". Les amorces oligonucleotidiques, 
une fois hybridees sur une sequence d'acide nucleique (ADN, ARN, ou molecule chimere 
ADN-ARN) substantiellement compiementaire sont, substrats des polymerases. 

20 L'extremite 3'OH de ces amorces peut etre eiongee, en presence de nucleotides adequats 
et d'une polymerase, conduisant a la synthese d'un brin compiementaire a la sequence 
matrice sur laquelle est hybridee ladite amorce. Une amorce peut egalement etre 
constitute par hybridation de l'extremite d'une sequence d'acide nucleique simple brin sur 
elle-meme, conduisant notamment a la formation de structures en epingle a cheveux ou 

25 tige-boucle. Les amorces oligonucleotidiques hybridees sur une sequence d'acide 
nucleique ont la propriete de fixer a leur extremite 3'OH les polymerases. 

La presente invention foumit un precede d'amplification d'une sequence 
d'acide nucleique cible (AKN et/ou ADN) (ainsi que de sa sequence compiementaire) 
combinant avantageusement I'utilisation d'amorces chimeres et la propriete de 

30 deplacement de certaines polymerases. La sequence a amplifier peut etre quelconque. Ce 
procede presente les avantages de pouvoir etre mis en oeuvre de fagon isotherme, de 
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permettre TutiUsation d'une seule enzyme combinant les trois activites enzymatiques 
requises (c'est le cas notamment de la reverse transcriptase) et d'etre realisable 
indifFerenunent a partir d'une cible ADN ou ARN, meme lorsque les extremites ne sont 
pas d^finies. En outre, il n'implique pas Tincorporation de nucleotides modifies dans les 

5 produits d'amplification par les polymerases utilisees. 

L'invention a done pour objet un procede d'amplification d'une sequence d'un 
acide nucleique cible, ladite sequence comprenant, a partir de son extremite 5*, une 
re^on amont et, a partir de son extremite 3*, une region aval, 
ledit procede comprenant les etapes consistant : 

10 - a obtenir un polynucleotide monobrin de type ADN comprenant un premier 

segment correspondant a la sequence cible a amplifier et comprenant en outre un 
deuxieme segment de sequence arbitraire, situe en aval de Textremite 3' dudit premier 
segment, et 

- a mettre en contact ledit polynucleotide monobrin, 
15 en presence d'un systeme enzymatique ayant une activite d'ADN polymerase ADN- 
dependante, une activite de deplacement de brin et une activite RNAse H, et en presence 
d'un exces de desoxyribonucleosides triphosphates, 
avec un ensemble d'amorces, presentes en exces, comprenant : 

a) une premiere amorce chimere comprenant successivemeni, dans le sens 5' -> 3* : 
20 - un segment de type ARN, de sequence complemeniaire d'au moins une 

partie de la sequence du second segment dudit polynucleotide monobrin, ladite partie 
contenant Textremite 5' dudit second segment, 

- et un segment de type ADN capable de s'hybrider avec au moins une 
partie de ladite region aval, ladite partie contenant I'extremite 3' de ladite region aval, 

25 et/ou 

b) une seconde amorce chimere comprenant successivement, dans le sens 5' -> 3' : 

- un segment de type ARN de sequence arbitraire, 

- et un segment de type ADN, homologue d'au moins une partie de ladite 
region amont, ladite partie contenant I'extremite 5' de ladite region amont, 

30 etant entendu que : 

soit la premiere amorce contient, en amont du segment de type ARN, un second 
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segment de type ADN de sequence arbitraire, mais dont au moins une partie contenant 
son extremite 3* est capable de s'hybrider avec une partie contenant Textremite 3' dudit 
polynucleotide lorsque ledit segment d'ARN est plus court que ledit second segment 
dudit polynucleotide simple brin, 
5 soit la premiere amorce ne contient pas un tel second segment de type ADN et 

dans ce cas, ledit ensemble d'amorces contient alors une troisieme amorce dont au moins 
une partie, contenant Vextremite 3* de ladite troisieme amorce, est capable de s'hybrider 
avec au moins une partie du second segment dudit polynucleotide simple brin, 
et etant entendu que : 

10 soit la seconde amorce contient. en amont du segment de type ARN, un second 

segment de sequence arbitraire de type ADN, 

soit la seconde amorce ne contient pas un tel second segment de type ADN et 
dans ce cas ledit ensemble d'amorces comprend une quatrieme amorce dont au moins une 
partie, contenant Textremite 3' de ladite quatrieme amorce, est iiomologue d'au moins 
15 une partie de la sequence du segment de type ARN de la seconde amorce. 

Comme on le verra dans la discussion ci-apres des dessins annexes, les 
troisieme et quatrieme amorces peuvent etre de type ADN ou de type ARN. 

Les produits de depart utilises dans le procede qui vient d'etre defini peuvent 
etre prepares soit par synthese ou hemisynthese, soit selon les differentes "voies d'entree" 
20 qui seront decrites ci-apres. 

On decrira ci-apres, en faisant reference aux dessins annexes, les schemas de 
fonctionnement du procede de I'invention avec certains produits de depart et/ou certaines 
amorces particulieres. II est aise de verifier que I'ensemble des produits de depart (cibles) 
et/ou amorces tels que defmis ci-dessus peuvent donner lieu a une reaction 
25 d'amplification selon invention. 

Les divers segments, presents dans les amorces, qui sont susceptibles de 
s'apparier avec la cible ou les produits qui en derivent et d'amorcer alors la synthese d*un 
brin nucleotidique dans le procede de invention, ont une longueur sufTisante pour 
permettre I'elongation par une polymerase. Cette longueur sutTisante peut €tre 
30 determinee dans chaque cas par de simples experiences de routine. Elle est d'au moins 2 
nucleotides et de preference d'au moins 5 nucleotides. Ces conditions valent notamment 
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pour les segments de type ADN des premiere et deuxieme amorces ; pour les troisieme et 
quatridme amorces ; et pour les cinquieme et sixieme amorces qui seront definies ci- 
apres. Les memes conditions minimum valent bien entendu pour les segments, regions ou 
zones du polynucleotide cible (et des divers polynucleotides formes au cours du procede 
5 de rinvention) qui sont susceptibles d'hybridation avec ces amorces ou segments 
d'amorces. 

Quant au segment de type ARN des premiere et seconde amorces, il contient 
au moins 1 ribonucleotide, en particulier au mbins 2 ribonucleotides et par exemple au 
moins 4 ribonucleotides. 

10 Dans un mode de realisation particulier de rinvention, et afin de limiter le 

nombre d'amorces nucleotidiques utilisees dans la presente invention, les premiere et 
deuxieme amorces chimeres peuvent etre choisies identiques, ou partiellement identiques. 
En particulier, leurs segments respectifs de type ARN peuvent 6tre identiques. De meme, 
leurs seconds segments (facultatifs) de type ADN peuvent etre identiques, s'ils sont 

15 presents. Par ailleurs, les troisieme et quatrieme amorces peuvent etre identiques, et 
peuvent en particulier etre homologues du segment de type ARN des premiere et/ou 
seconde amorces. 

Selon un mode de realisation particulier, I'acide nucleique cible d'origine peut 
etre un ADN ou un ARN isole d'un echantillon biologique. Dans ce cas, il est possible 

20 d'obtenir une reaction d'amplification telle que defmie precedemment, au depart de I'acide 
nucleique cible, en ajoutant tous les reactifs necessaires (amorces, polymerase, etc.) des 
le debut de la reaction, eventuellement apres denaturation de la cible. Ce mode de 
realisation particulier est caracterise par le fait que, pour obtenir ledit polynucleotide 
monobrin de type ADN utilise comme produit de depart dans le procede defini 

25 precedemment, on opere au depart d'un acide nucleique cible contenant la sequence a 
amplifier et se prolongeant, au-dela de Textremite 3* de ladite sequence a amplifier, par 
un segment polynucleotidique aval contenant une zone oligonucleotidique dite aval, et se 
prolongeant eventuellement au-dela de I'extremite 5' de ladite sequence a amplifier, par 
un segment polynucleotidique amont, 

30 on met en contact ledit acide nucleique cible en presence d'un exces de 

desoxyribonucleosides triphosphates et en presence : 
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- dudit systeme a activites ADN polymerase, deplacement de brin et RNAse H, 

- et d'un ensemble d*amorces contenant des amorces telles que definies 
precedemment et contenant en outre une cinquieme amorce (CI) capable de s'hybrider 
avec ladite zone aval de la cible. On peut egalement ajouter une sixieme amorce (C2) 

5 homologue d\ine zone oligonucleotidique, dite zone amont, dudit segment 
polynucleotidique amont, et done capable de s'hybrider avec une sequence 
complementaire de ladite zone amont, Bien entendu, tous les reactifs peuvent etre 
melanges dbs le depart, la reaction d'amplification cyclique faisant suite a I'obtention du 
polynucleotide simple brin, defini precedemment comme produit de depart, sans mesure 

1 0 operatoire particuliere. 

Selon un autre mode de realisation, le produit de depart est un ARN 
contenant la sequence a amplifier. Dans ce cas, pour obtenir ledit polynucleotide 
monobrin de type ADN, il sufFit de mettre en contact ledit ARN de depart avec lesdites 
premiere et seconde amorces et le cas echeant avec lesdites troisieme et quatrieme 

15 amorces. 

L'invention a encore pour objet un necessaire permettant la mise en oeuvre 
de la methode d'amplification decrite precedemment, pour la detection d'un acide 
nucleique cible susceptible d'etre present dans un echantillon. 

L'acide nucleique cible peut etre isole a partir d'un echantillon de loute 
20 matiere de depart suspectee de le contenir. Pour les animaux, el plus particulierement les 
mammiferes, I'origine de ces matieres peut etre le sang, la moelle osseuse, la lymphe, les 
tissus durs (foie, rate, rein, poumon, ovaires, etc.), des crachais, des frottis, les feces> 
Turine, le sperme, etc. D'autres origines de matieres de depart peuvent etre des plantes, 
des prelevements du sol, des aliments, ainsi que toute autre source suspectee de contenir 
2S des organismes biologiques. 

L'isolement des acides nucleiques de ces matieres de depart peut Stre realise 
de diverses fa^ons connues, qui ne seront pas rappelees ici. 

Des que les acides nucleiques sont isoles, ils peuvent etre soumis a une 
fragmentation sommaire par des moyens tels que le traitement aux ultrasons, afm 
30 d'obtenir des fragments de taille inferieure a 10 kilobases. Cela permet alors de faciliter la 
denaturation initiale, en particulier dans le cas d'un acide nucleique double brin. 
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Les fragments d*acide nucleique cible ainsi obtenus sont denatures, le cas 
echdant, afin de les rendre simple brin et de permettre Thybridation des amorces Al et 
CI, et, si Tacide nucleique initial est double brin, A2 et C2 (ou vice versa), Les amorces 
Al, A2, CI et C2 sont definies ci-apres dans la description des schemas representes sur 

5 les dessins annexes. L'augmentation de la temperature a environ 95°C est preferable pour 
la denaturation, mais la separation des brins peut egalenient etre realisee par 
augmentation du pH, puis neutralisation du milieu afin de permettre Thybridation des 
amorces sur la cible. Avant ou apr^s que les acides nucleiques cibles soient denatures, un 
melange reactionnel contenant un exces de desoxyribonucleosides triphosphates, 

10 d'amorces appropriees et un melange d'activites enzymatiques ADN polymerase, 
deplacement de brin et KNAse H est ajoute. Dans le cas ou Televation de temperature est 
utilisee pour denaturer les acides nucleiques cibles, a moins d'utiliser des enzymes 
thermostables, il est preferable d'ajouter les enzymes apres denaturatton. Le melange 
reactionnel necessaire a la realisation de la reaction d'amplification selon Tinvention peut 

15 egalement contenir par exemple des polyols tels que le glycerol, le sorbitol et le 
polyethyleneglycol ou des agents denaturants et/ou des solvants tels que le 
dimethylformamide le dimethylsulfoxyde (DMSO), des agents stabilisateurs tels que 
I'albumine, des sucres tels que le trehalose ou le mannose, etc. Ces reactifs peuvent en 
effet permettre de reduire les reactions rfhybridation non specifiques qui pourraient 

20 engendrer un eventuel bruit de fond. 

Les polymerases utilisees dans le procede de invention sont de preference 
pourvues d'une activite de deplacement de brin. Cette activite est une propriete bien 
connue de certaines ADN polymerases (Sambrook et al., 1989. Molecular Cloning : A 
Laboratory Manual, 2nd Edition, pp. 5.33-5,35, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold 

25 Spring Harbor). Les proprietes des ADN polymerases, et notamment de I'activite de 
deplacement de brin de certaines d*entre elles, sont detaillees par Kornberg et Baker, 
. DNA Replication, 2nd Edition, pp. 113-225, Freeman, New York (1992). Le 
deplacement de brin n'est pas une propriete commune a toutes les ADN polymerases, 
puisque certaines d'entre elles, comme la T4 ADN polymerases, ne sont pas capables de 

30 realiser, seules, le deplacement de brin, L'activite de deplacement de brin a ete mise en 
evidence initialement pour le fragment de Klenow de I'ADN polymerase I d'Kscherichia 
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colt (Masamune et Richardson, 1971. j; Biol. Chem. 246 : 2692-2701), ce qui confere a 
cette enzyme la capacity rfinitier la replication tfun acide nucleique a partir de I'extremite 
3'OH d'une cesure sur un ADN double brin. Cette activite de deplacemeni de brin a 
egalement ete mise en evidence chez des ADN polymerases thermostables telles que la 
5 Tli ADN polymerase (Kong ei ai, 1993, J, BioL Chem. 268 : 1965-1975). Dans ce cas, 
il a egalement ete montre que des formes mutees de cette enzyme ne possedant pas 
tfactivite 5-3* exonuclease possedent une plus grande capacite de deplacement de brin. 
Cette activite de deplacement de brin a egalement Hi mise en evidence pour la T7 ADN 
polymerase (Lechner et ai, 1983. / BioL Chem. 258: 11174-11184) et pour la 
10 transcriptase inverse dTOV (Ruber et al, 1989. J. BioL Chem, 264 : 4669-4678). 

De preference, une ADN polymerase depourvue d'activite 5'-3' exonuclease 
est utilisee pour la realisation du cycle d'amplification selon Tinvention, puisque 
I'efiBcacite de I'activite de deplacement de brin est superieure chez des enzymes 
depourvues d'une telle activite d'exonuclease. Le fragment de Klenow de I'ADN 
15 polymerase I ^'Escherichia coli constitue un exemple de polymerase depourvue d'activite 
5-3' exonuclease, de meme que des polymerases telles que la T7 ADN polymerase ou la 
Sequenase (US Biochemical). La T5 ADN polymerase ou la Phi29 ADN polymerase 
peuvent egalement etre utilisees. Neanmoins, on peut utiliser une ADN polymerase 
possedant cette activite 5'-3' exonuclease, lorsque celle-ci n'empeche pas la realisation de 
20 la methode d'amplification. Dans ce cas, le rendement de la reaction d'amplification peut 
etre ameliore par inhibition specifique de I'activite 5'-3' exonuclease des ADN 
polymerases dans les conditions de reaction utilisees. 

La presente methode d'amplification necessite une eiape de transcription 
inverse lorsque le produit de depart est un AKN. Cette etape de conversion, de TARN en 
25 ADNc. peut notamment se realiser par Tutilisation d*une transcriptase inverse de type 
AMV (Avian Myeloblastosis Virus) ou MMLV (Moloney Murine Leukemia Virus) 
couramment disponibles commercialement. Toute autre enzyme possedant une activite 
ADN polymerase AKN- et/ou ADN-dependante peut etre utilisee dans la presente 
invention, pourvu qu'elle possede une activite de deplacemeni de brin. Dans le cas 
30 contraire, l^activite de deplacement de brin peut Stre conferee par un agent inducteur, une 
activite de type helicase ou Rec A, Les proprietes de Rec A, notamment dans le 
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processus de reassociation d'ADN simple brin, de capture de brin ou d'assimilation de 
brin sont detaillees par Mc Entee et Weinstock dans The Enzymes, vol. XIV, pp 445- 
470. Uetape de transcription inverse peut par exemple etre realisee a Taide de I'ADN 
polymerase I d'Escherichia coli, car il a ete demontre que cette enzyme possede 

5 egalement une activite ADN polymerase ARN-dependante (Riccheili et Buc, 1993. 
EMBO 12 : 387-396). On peut egalement utiliser dans ce but des ADN polymerases 
thermostables ARN- et/ou ADN-dependantes telles que la Taq polymerase ou la Tih 
polymerase ; pour une revue sur les proprietes des ADN polymerases thermostables, voir 
Rolf et ai, PGR : Clinical Diagnostics and Research, pp. 224-258, Springer- Verlag, 

10 Heidelberg (1992). 

Du fait de Tutilisation des proprietes de la RNAse H et d'amorces chimeres 
telles que decrites, la presente invention ne necessite pas d'activite endonuclease ou 
exonuclease afin d'amorcer le deplacement de brins par I'ADN polymerase. 

De meme, contrairement a diverses methodes d'amplification, la presente 

15 invention ne necessite ni des cycles de temperature, ni une denaturation chimique afm de 
dissocier le brin neosynthetise de, sa matrice. Dans cette methode, une seuie temperature 
peut etre employee, des que la denaturation initiale de la cible a eie effectuee, le cas 
echeant. Cette temperature doit etre suffisante pour que les conditions d'hybridation qui 
autorisent une hybridation specifique des amorces sur leur cible soient sufEsamment 

20 discriminantes. Cette temperature peut etre situee par exemple entre 37*'C et S(f^C avec 
des reactifs enzymatiques conventionnels, mais peut etre plus elevee {par exemple 50 a 
SO^'C) si Ton a recours a des enzymes thermostables. 

On va maintenant decrire certains modes de realisation particuliers de 
I'invention, en faisant le cas echeant reference aux dessins annexes. Dans ces dessins, un 

25 segment de ligne droite represente un fragment tfacide nucleique de type ADN, et un 
segment de ligne ondulee represente un fragment d'acide nucleique de type ARN. Une 
fleche (-->) ou une demi-fleche ( --^ ou ) symbolise I'extremite 3'. Le signe // indique 
I'existence eventuelle d'une partie amont ou aval non representee. Les couples de brins 
(ou de brins et segments d'amorces) representes paralleles sont bien eniendu hybrides. 

30 La figure 1 decrit une voie d'entree pour le procede d'amplification de 

I'invention a partir d'ADN, simple ou double brin, utilisant un ensemble d'amorces 



wo 97/04126 



-17- 



PCT/FR96/0H66 



renfermant deux amorces chimeres de type A (Al et A2) correspondant aux premiere et 
seconde amorces, deux amorces de ddplacement de type B (Bl et 32) correspondant aux 
troisieme et quatrieme amorces et deux autres amorces de deplacement de type C (CI et 
C2) correspondant aux cinquieme et sixieme amorces. Les amorces B et C sont des 
5 amorces de sequence de type ADN, tandis que les amorces A sont des amorces chimeres 
telies que definies, et qui dans I'exemple propose ne contiennent pas de second segment 
de type ADN. 

La figure 2. decrit une variante de la voie d'entree presentee ci-dessus, 
utilisant un ensemble d'amorces tel que defini precedemment mais qui contient une seule 
1 0 amorce de deplacement de type C. 

La figure 3 decrit une autre variante de la voie d'entree sur cible ADN, 
mettant en oeuvre des amorces A renfermant un segment facultatif de type ADN a leurs 
extremites 5*. 

La figure 4 represente une voie d'entree de la meihode d'amplification de 
15 rinvention, a partir d'une cible d'ARN, utilisant un ensemble d'amorces renfermant 
seulement deux amorces chimeres de type A et deux amorces de deplacement de type B. 

La figure 5 represente un schema reactionnel d'amplification cyclique 
pouvant etre obtenu avec le precede de invention. 

La figure 6 represente une variante du schema reactionnel d'amplification 
20 cyclique de la figure 5, dans le cas ou les amorces de deplacement Bl et B2 sont 
constituees d'ARN. 

Selon un premier mode de realisation de I'invention, les amorces Al et A2 ne 
renferment pas a leur extremite 5' la sequence facultative de type ADN. Apres 
denaturation initiale de I'acide nucleique cible suppose ici sous forme de double brin 1,2, 

25 les amorces Al, CI d'une part et A2, C2 d'autre part s'hybrident sur leur brin d'acide 
nucleique respectif (figure 1). On notera que la produit de depart de la figure 1 pourrait 
etre un heteroduplex ADN-ARN. L'elongation simultanee des amorces en presence d'un 
exces de desoxyribonucleosides triphosphates et d'une ADN polymerase (ARN et/ou 
ADN dependante, selon que la cible est de TADN ou de TARN) conduit au deplacement 

30 du brin d'ADN 3 provenant de Telongation de Al par elongation du brin 4 issu de CI, et 
le deplacement du brin 5 provenant de l'elongation de A2 par elongation du brin 6 issu de 
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C2. Sur les ADN simple brin 3 et 5 obtenus par dlongation des amorces Al d'une part et 
A2 d'autre part, les amorces A2 et C2, et Al et CI, respectivement peuvent alors 
hybrider. L'elongation de CI (produisant le brin 10) provoque le deplacement du brin 9 
synthetise a partir de Famorce Al, et l'elongation de C2 (produisant le brin 8) provoque 

5 le deplacement du brin 7 synthetise a partir de I'amorce A2. Les deux brins 7 et 9, de 
longueur definie, ainsi liberes sont parfdtement complementaires, et peuvent s*hybrider 
Tun sur I'autre, ou s'hybrider avec les amorces A2 (brin correspondani a Telongation de 
Al) ou Al (brin correspondant a l'elongation de A2), Thybridation de ces amorces 
courtes etant cependant favorisee sur le plan thermodynamique. 

10 L'elongation de Al et A2 sur leurs brins complementaires respectifs 7 et 9 

conduit alors a un polynucleotide chimere double brin (7,9) de longueur definie, chacun 
des brin consistant en un brin chimere consistant en la sequence cible a amplifier, ou son 
complementaire, et comprenant en outre : 

- a son extremite 5', un segment de type ARN de sequence homologue de la 
15 sequence du segment de type ARN de Tune ou I'autre des amorces Al ou A2, selon le 

brin considere, 

- a son extremite 3', un segment de type ADN de sequence complementaire 
de la sequence du segment de type ARN de Tune ou I'autre des amorces A2 ou Al, selon 
le brin considere. 

20 Le polynucleotide chimere double brin obtenu ci-dessus est un substrat de la 

ribonuclease H (ou RNAse H), La RNAse H permet la degradation selective d'un 
segment de type ARN, dans un heteroduplex ADN/ARN. Par consequent, apres 
digestion par la nuclease, on obtient un polynucleotide double brin tel que defini 
precedemment, dans lequel le segment de type ARN est degrade sur au moiris un des 

25 deux brins. Ce polynucleotide double brin 1 1,12 presente alors a I'extremite 3' d'au moins 
Tun de ses brins, une sequence d'ADN, simple brin, qui comprend une sequence 
complementaire de I'amorce Bl ou B2, selon le brin considere. Apres hybridation des 
amorces Bl et/ou B2 sur leur cible respective, ces amorces sont etendues par TADN 
polymerase, provoquant le deplacement du brin d'ADN localise en amont desdites 

30 amorces. On obtient les double brin 12,13 et/ou 11,14, avec liberation des produits 
simple brin 1 1 et/ou 12 qui renferment la sequence a amplifier (ou son complementaire) 
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et qui constituent les polynucleotides simple brin pouvant etre utilises comme point de 
depart du cycle d'amplification selon I'invention. 

De maniere avantageuse, les amorces Bl et/ou B2 sont de type ARN. En 
effet, dans ce cas, en presence d'un exces d'amorce Bl et/ou B2, comme le montre la 

5 figure 6, il est possible d'augmenter le nombre de copies que Ton peut obtenir sur la base 
d'une seule hybridation de I'amorce A2 et/ou AL On notera que les brins 7 et 9 peuvent 
egalement sTiybrider avec les amorces Bl et B2, respectivement, et on peut aisement 
verifier qu*ici encore, on obtiendra la liberation des monobrins 11 et 12. 

II est aise de constater que la voie d'entree precedemment presentee peut 

10 egalement etre realisee en utilisant seulement. I'amorce CI ou C2, associee aux amorces 
Al et A2, et eventuellement Bl et / ou B2. Dans ce cas (Figure 2), apres denaturation 
initiale de I'acide nucleique cible 1,2, hybridation des amorces Al et/ou A2 et CI ou C2, 
et enfin elongation par I'ADN polymerase, seul le brin 3 provenant de Telongation de Al 
est deplace par la synthese du brin 4 issu de CI (ou bien seul le brin provenant de 

15 I'elongation de A2 serait deplace par elongation du brin issu de C2). Le monobrin 3 peut 
alors s'hybrider avec Tamorce A2. L'elongation de cette amorce conduit a la formation 
d'une molecule double brin 3,7, presentant en particulier, a Tune de ses extremites, un 
segment heteroduplex ARN/ADN, La degradation specifique de la sequence de tj^e 
ARN dans cet heteroduplex par la RNAse H permet d'obtenir a Textremite 3* de 7 un 

20 segment monobrin de type ADN complementaire de I'amorce Bl, et la transformation du 
brin 3 en brin 15. L'elongation de cette amorce Bl s'accompagne d'un deplacement du 
brin 15 et de la production d'une molecule double brin 7,16, presentant elle aussi, a Tune 
de ses extremites, un segment heteroduplex ARN/ADN. Apres digestion par la RNAse 
H, hybridation de Vamorce B2 ou Bl, respectivement, et elongation, le polynucleotide 

25 simple brin 12, qui renferme la sequence a amplifier, ou son complement^re, et qui peut 
etre utilise comme point de depart du cycle d'amplification selon invention, est libere par 
la formation du duplex 16,17. 

Selon un autre mode de realisation de invention, les amorces Al et A2 
presentent a leur extremite 5', en amont du segment de type ARN, un segment de type 

30 ADN, de sequence definie. Comme le montre la figure 3 cette caracteristique, sans 
modifier le principe meme de I'invention, permet de supprimer I'utilisation des amorces 
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Bl et B2. En efFet, lorsque le segment de type AKN de ramorce Al ou A2, hybridee a sa 
cible, est digere sous Taction de la ribonuclease K, ii est aise de constater que le segment 
A"l de type ADN issu de I'amorce Al (ou A**2 issu de I'amorce A2) peut remplir la 
fonction de I'amorce de deplacement Bl (ou B2) ddcrite dans les modes de realisation 
5 precedents. 

II est par ailleurs interessant de noter que lorsque Tacide nucleique de depart est 
un ARN simple brin, i'utilisation de I'amorce CI ou C2 n'est plus requise. En eifet, 
comme le montre la figure 4, apres hybridation et elongation de I'amorce Al par exemple 
le long du brin la, la matrice AKN est degradee par la RNAse H, liberant un monobrin 3 

10 de type ADN qui est capable de s'hybrider avec I'amorce A2. Comme decrit 
precedemment, Tutilisation alternative des activites de polymerisation associees au 
deplacement et a la digestion par la RNAse H, en presence des amorces Al et A2, et 
eventuellement Bl et/ou B2, permet d'obtenir des polynucleotides simples brins, qui 
renferment la sequence a amplifier, ou son complementaire, et qui sont utilises comme 

15 point de depart du cycle d'amplification scion Tinvention. On voit sur la figure 4 que le 
schema reactionnel devient tres rapidement identique a celui de la figure 2. Cette 
particularite peut etre mise en oeuvre lorsque Ton souhaite amplifier de maniere 
specifique une sequence donnee comprise dans un acide ribonucleique (ARN) et qui est 
susceptible d'etre egalement comprise, dans le milieu reactionnel d'origine, dans un acide 

20 desoxyribonucleique (ADN). Dans ce cas, la seule omission de I'amorce CI et/ou C2 
dans le milieu reactionnel suffit a obtenir une specificite d'amplification selon la nature, 
ADN ou ARN, de la cible. Autrement dit, en I'absence de CI et C2, il sera possible de 
n'amplifier la sequence cible que si elle est presente sous forme d'ARN dans I'echantillon 
etudie, et il n*y aura pas d'amplification si ladite sequence cible n'est presente que sous 

25 forme d'ADN. On remarquera par ailleurs qu'il est possible d'hybrider sur TARN de 
depart une sonde nucleique de nature ADN afin de d^fmir une extremite 5' de I'ARN. 
Grace a I'hybridation de cette sonde, dite de blocage, et a la digestion par la RNAse H, il 
est possible de definir precisement jusqu'ou I'elongation de I'amorce Al pourra etre 
realisee. 

30 Les voies d'entree evoquees ci-dessus peuvent egalement etre realisees a 

partir d'une cible capturee par le biais d'une sonde fixee sur un support solide. Cette 
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sonde peut Stre immobilisee de maniere covalente ou passive, telle que decrite dans le 
brevet Fran9ais n'* 91 09057 et la demande de brevet intemationale WO 91/19812. Cette 
immobilisation de sondes peut egalement etre eflFectuee par le biais de (co)polymeres, 
notamment un copolymere de N-vinylpyrrolidone auxquels sont couplees des sondes par 

5 formation d'un conjugue, lequel conjugue est immobilis6 sur un support solide par 
adsorption passive. Plus particulierement, les amorces Al et/ou A2, ou CI et/ou C2 
peuvent etre fixees sur support solide, a condition que cette fixation ne soit pas realisee 
par rextremit6 3' des amorces, afm que Textrenute 3' de ces amorces soit capable 
d'elongation par une ADN polymerase en presence de d6soxyribonucleosides 

10 triphosphates. En outre, tout ou partie des amorces Al et CI d'une part et A2 et C2 
d'autre part peuvent etre reliees l*une a Tautre par le biais d'un bras de liaison quelconque 
(de nature hydrocarbonee, nucleotidique ou autre) et ce, a partir de leur extremite 5*, de 
fa9on a controler et equilibrer les quantites respectives de Al par rapport a CI, d'une 
part, et de A2 par rapport a C2, d'autre part, dans la reaction d'amplification decrite. 

15 Le polynucleotide simple brin 11 libere (figure 1) peut s'hybrider avec 

I'amorce A2. De meme, les polynucleotides simple brin tels que 12 ou 12a liberes, 
comme precedemment, peuvent s'hybrider avec I'amorce Al (Figure 5). Apres elongation 
de Tamorce par TADN polymerase formant le double brin 18,12, et digestion par la 
ribonuclease H, Tamorce Bl peut a nouveau s'hybrider sur 12 et former le double brin 

20 20,12, en liberant grace a I'activite de deplacement, la sequence d'ADN simple brin 19 
correspondant a la sequence que Ton souhaite amplifier et sur laquelle peut s*hybrider 
I'amorce A2. Par un schema analogue utilisant Tamorce B2, on obtient le simple brin 24, 
et I'elongation de Al conduit a nouveau au double brin 18,12. 

L'ADN issu d'une des deux voies de la methode d'amplification decrite 

25 (figure 5) etant substrat pour la deuxieme, et vice et versa, il apparait done que la 
methode selon invention est une technique d'amplification cyclique. 

On voit sur le schema de la figure 6 que I'hybridation de Al sur 12 conduit 
au double brin 12,19, comme precedemment. L'hybridation de I'amorce Bl, qui est cette 
fois en ARN, conduit au deplacement du brin 19 avec formation du duplex 12,20a qui est 

30 semblable ou identique a 12,18. L'hybridation de A2 sur 19 conduit au duplex 11,21a 
(semblable ou identique a 11,21) et Taction de la RNAse H foumit le duplex 11,24. 
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L'hybridation de la sonde B2 (ARN) libere 24 sous forme de monobrin, avec reformation 
du duplex 1 1,21a. L'hybridation de Al sur 24 conduit au duplex 12,18, et ainsi de suite. 

Ainsi, au cours du temps, plusieurs cycles de reaction d*amplification 
pourront se produire, jusqu*a I'epuisement des reactifs tels que ies nucleosides 

5 triphosphates et les amorces, conduisant a une amplification dont le rendement 
correspond a 10^ a 10^^ molecules d'ADN produites pour une seule molecule cible 
initiale. En fonction des concentrations des reactifs utilises, et notanmient des diSerentes 
amorces, on peut egalement privil6^er, par la methode d*amplification, la production de 
IW ou Tautre des brins de Tacide nucleique cible de depart. 

10 La mise en oeuvre du procede de invention peut etre suivie, si desire, 

d'etapes de separation et/ou de detection des produits de reaction par diverses methodes 
connues. Les methodes de separation comprennent, entre autres, la separation 
magnetique, la capture sur support solide, sur membrane, sur filtre ou sur un polymere. 
Dans chaque methode^ un residu de capture peut etre fixe a. une bi magnetique, a une 

15 membrane, a un filtre ou a un polymere. Les billes, la membrane, le support solide, le 
filtre ou le polymere peuvent etre ensuite testes quant a la presence ou I'absence du 
produit d'amplification. Les residus de capture peuvent etre, par exemple, une sequence 
d'acide nucleique compiementaire du produit de la reaction d'amplification, des proteines 
ou des anticorps diriges centre un ligand ou un haptene incorpore dans une des amorces 

20 utilisees, ou dans le produit d'amplification. Le systeme de separation peut etre couple ou 
non au systeme de detection. Diverses methodes de detection peut etre utilisee. L'une 
d'entre elles consiste a detecter les produits de reaction ayant une taille definie par 
separation electrophoretique. Les methodes varient selon le procede de separation, qui 
peut impliquer la separation sur gel, la fixation sur differentes phases solides (billes, 

25 plaque de microtitration, latex, particules magnetiques). Une autre methode utilise le 
marquage d*une sonde de detection avec un radioisotope tel que le P, par exemple, 
puis la detection de la radioactivite emise par les produits de reaction en combinaison ou 
non avec une electrophorese. Une autre methode consiste a modifier chimiquement une 
amorce oligonucleotidique en y ajoutant un ligand (la biotine ou la digoxigenine, par 

30 exemple), une enzyme (la phosphatase alcaline, la peroxydase, la B-galactosidase, par 
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exemple), un marqueur fluorescent (la phycobiliproteine, la fluoresceine ou la rhodamine, 
par exemple), un marqueur luminescent (un ester d'acridinium, par exemple) ou une 
combinaison de ces modifications. Une autre methode consiste a utiliser une amorce 
nucleotidique de d&ection qui s'hybridera sur le produit de reaction d'amplification et 

5 sera elongee par une polymerase en presence de ribonucleosides triphosphates (cette 
amorce peut dans ce cas etre egalement modifiee comme decrit precedemment), Les 
systemes de detection utiles pour la pratique de I'invention comprennent les systemes 
homogenes (c'est a dire qui ne necessitent pas de systeme de separation) et, par 
opposition, les systemes heterogenes. Dans chaque systeme, un ou plusieurs marqueurs 

10 detectables sont utilises et la reaction ou remission du systeme de detection est mesuree, 
par exemple par des moyens automatises. Les exemples de systemes de detection 
homogene comprennent le transfert d'energie de fluorescence, la protection par 
hybridation (luminescence d'acridinium), la polarisation de fluorescence et la detection 
inununologique d'un donneur d'enzyme clonee,. Les exenipl.es de systemes, heterogenes 

15 comprennent les marqueurs enzymatiques (peroxydase, phosphatase, B-galactosidase), 
les marqueurs fluorescents (marqueurs enzymatiques, rhodamine, fluoresceine), et les 
systemes chimioluminescents et bioluminescents. Dans, ces systemes de detection, les 
marqueurs detectables peuvent etre conjugues a un residu de capture, ou les produits 
d'amplification peuvent etre generes en presence d'une proteine pouvant etre reconnue 

20 par un ligand, ou d'un anticorps pouvant etre reconnu par un haptene. 

Le precede de Tinvention peut egalement etre utilise comme methode de 
detection indirecte d'une molecule d'interet dans laquelie un polynucleotide, utilise 
comme marqueur couple a la molecule d'interet, est amplifie. Les produits d'amplification 
du polynucleotide marqueur peuvent eux-memes etre detectes directement par 

25 I'incorporation lors de leur synthese de nucleotides modifies tels que marques au 

OU au H] ou, peuvent etre egalement detectes de fa9on indirecte selon les methodes 
decrites precedemment. 

Une autre application du procede de I'invention est I'obtention d'un produit 
d'amplification utilisable comme sonde, ou utilisable comme matrice pour la 

30 determination de sa sequence nucleotidique. Les produits amplifies peuvent etre separfe 
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des enzymes utilisees pour ramplification, afin d'etre utilises dans des precedes ulterieurs 
impiiquant d'autres rdactions enzymatiques, d'autres systemes d'amplification, des 
mdthodes de sequen9age ou des methodes de synthese d'acides nudeiques, pour ne citer 
que quelques exemples. 

5 LWention conceme egalement un procede d'amplification d'une sequence 

d'ADN cible dans lequel on utilise au moins une amorce d'ARN complementaire d'une 
zone aval de la sequence cible, en presence de nucleosides triphosphates et d'un systeme 
enzjonatique ayant une activite d*ADN poljrmerase avec deplacement et une activite 
dUNAse H. L'elongation de ramorce, suivie de sa digestion par la RNAse, foumit un 

10 duplex forme par I'ADN cible et un ADN complementaire, a extremite 5' definie. Une 
nouvelle hybridation de Tamorce sur ce duplex conduit au deplacement dudit brin d'ADN 
complementaire a extremite 5' definie, avec formation du meme duplex que 
precedemment, et ainsi de suite. La figure 6 contient une illustration de ce procede. Ce 
procede peut etre utilise notamment pour obtenir de multiples copies d'un seul brin d'un 

15 acide nucleique double brin. 

Les exemples suivants illustrent Tinvention sans toutefois la limiter. A moins 
qu'elles ne soient specifiees, toutes les methodes relatives a la mise en oeuvre des 
experiences decrites dans les exemples ci-apres ont ete realisees conformement a leur 
description par Sambrook e( al (1989. Molecular Cloning : A Laboratory Manual, 2nd 

20 Edition, Cold Spring Harbpr Laboratory, Cold Spring Harbor). 

EXEMPLE 1 : Synthese des oligonucleotides chimeres ARN/ADN 

Les oligonucleotides chimeres RDC-1 (SEQ E) 3 ) et RDC-12 (SEQ ID 4) 
25 sont prepares sur synthetiseur Expedite (Millipore). La synthese se deroule de 3* en 5* en 
utilisant la chimie des phosphoramidites. La partie ARN est realisee avec des 
ribonucleotides phosphoramidite a deprotection rapide foumis par la Societe Perkin 
Elmer, lis sont proteges en 2' par un groupement ter-butyldimethylsilyle (t-BDMS), 
(Admf: ref 401350, Gdmf : ref 401351, Cibu : ref 401352 et U : ref 401353). La partie 
30 ADN se situant en 3', la synthese des chimeres demarre sur un support portant un 
desoxyribonucleotide a deprotection et clivage rapide foumis par la societe PerSeptive 
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BiosystemsL Les supports de synth&e sont des colonnes ADN Ijimol DMT-dG(tBPA)- 
CGP (re£ GEN084184) et thymidine-CPG (ref. GEN061530). 

Les deux cycles de synthese utilises sont conformes aux instructions du 
constructeur. 

5 Une solution d'ammoniaque dans Tethanol est utilisee pour cliver la liaison 

chimere-support. Cette solution est obtenue en melangeant 3 volumes d*une solution 
aqueuse d'ammoniaque (Aldrich, Ref. 338818) a 1 volume d'ethanol pur (Merck, ref. 
983). 

La deprotection de I'oligonucleotide chimere, a I'exception des groupements 
10 hydroxyles en 2* de la partie ARN, est realisee dans cette meme solution ammoniacale 
pendant 3 heures a 55^C. 

Apres evaporation de la solution ammoniacale, a Tevaporateur rotatif, 1,5 
mL de trifluorhydrate de triethylamine (TEA 3HF, Aldrich, Ref. 344648) sont ajoutes 
pour deproteger les groupements hydroxyles en 2*. Apres 24h de contact a temperature 
15 ambiante et sous agitation, avec le TEA 3HF, 300^il d'eau sont ajoutes et les 
oligonucleotides sont precipites au butanol (Aldrich, Ref 154679). 

Apres precipitation, la molecule chimere est sechee sous vide dans un 
evaporateur rotatif puis reprise dans 1 mL d'eau sterile et purifiee par chromatographic 
en phase inverse dans les conditions suivantes : 
20 Colonne preparative sur Ultrapore RPMC Beckman 

dp Sum, 10*250mm 
N*' de serie n** 238770 
Tampons : A- Acetate d'ammonium 0,1M pH6.5 

B=Acetate d'ammonium 0,05M/Acetonitrile 50% 
25 References : Acetate d'ammonium Merck (ref 1 1 160500) 

Acetonitrile : BAKER HPLC gradient grade 
Gradient : de 0 a 30 % de B en 45 min, avec un debit de 4,7 mL/min. 
Les solutions d'oligonucleotides chimeres sont chaufFees a 90X pendant 5 minutes puis 
injectees en HPLC. 
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EXEMPLE 2 : Hybridation d*une amorce chimere sur sa cible, digestion par la 
RNAse H du segment ABN, hybridation d'une amorce de deplacement et elongation 
de cette amorce 

5 Cet exempie a pour but de montrer d'une part qu'apres degradation par la 

RNAse H du segment ARN d'une amorce chimere ARN/ADN prealablement hybridee 
sur une cible ADN, il est possible d'hybrider une amorce (ADN ou AKN) de deplacement 
en amont du segment ADN, reste hybride de la chimere, et d'autre part que cette amorce 
de deplacement peut servir de substrat k une ADN polymerase en vue de son elongation, 

10 cette demiere s'accompagnant du ddplacement du segment ADN de la chimere. Pour ce 
faire, plusieurs oligonucleotides ont ete utilises. Dans une premiere serie d'experiences, 
roligonucleotide RDC-6 (SEQ ID No 1) constitue la matrice ADN cible, 
I'oligonucleotide RDC-1 (SEQ ID No 3) et I'oligonucleotide RDC-4 (SEQ ID No 6) sont 
les amorces chimere et de deplacement, respectivement. Dans une seconde serie, la 

15 matrice ADN cible est notee RDC-13 (SEQ ID No 2), roligonucleotide chimere RDC-12 
(SEQ ID No 4) et i'amorce de deplacement est toujours RDC-4 (SEQ ID No 6). Les 
sequences des oligonucleotides RDCl (SEQ ID No 3) et RDC-12 (SEQ ID No 4) sont 
complementaires de la sequence des oligonucleotides RDC-6 (SEQ ID No 1) et RDC-13 
(SEQ ID No 2), respectivement. La sequence de roligonucleotide RDC-4 (SEQ ID No 

20 6) est homologue de la sequence du segment ARN des oligonucleotides RDCl (SEQ ID 

No 3) et RDC-12 (SEQ ID No 4). Cet oligonucleotide RDC-4 est radiomarque au p 
a son extremite 5'-0H, par la polynucleotide kinase . 

Uoligonucleotide RDC-1 (SEQ ID No 3) et I'oligonucleotide RDC-6 (SEQ 
ID No 1) ou RDC-12 (SEQ ID No 4) et RDC-13 (SEQ ID No 2), sont mis a incuber 
25 pendant 1 minute a 95'*C a la concentration de 5.10^ copies/ ^1 chacun dans un volume 
final de 20 ^il de milieu reactionnel 50niM Tris HCl pH 8.3, 75 mM KCl, 3Mm MgC12, 
10 mM DTT et contenant ImM de chacun des dNTPs. Les tubes sont ensuite places 10 

minutes a 37°C afin de permettre I'hybridation des oligonucleotides avant I'addition 

t' 

eventuelle de 0,8 unites de RNAse H (RNAse thermostable Epicentre Technologies) 
30 et/ou de 200 unites de transcriptase inverse (Superscript II, Gibco-BRL). On efFectue en 
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parallele des contr61es reactionnels sans enzyme et/ou sans matrice. Apres incubation 
pendant 15 minutes a 37°C, I'oHgonucleotide marque RDC-4 (SEQ ID No 6) est ajoute 
au milieu a la concentration de 5.10^ copies/ ^iL L'incubation a 37°C est poursuivie 
pendant 30 minutes et la reaction est arretee par reifroidissement sur de la glace. Une 

5 partie de chaque echantillon (10 pi) est melangee avec lOjil de "bleu formamide" (90% 
formamide, 0,02% xylene cyanole, 0,02% bleu de bromophenol, 25 mM EDTA) puis 
analysee par electrophorese sur gel 15% polyacrylamide - 7M uree en presence d'un 
marqueur de poids moleculaire forme par un melange d'oligodesoxyribonucleotides de 
70, 60, 40, 33, 25, 20 et 15 nucleotides. Apres sechage, le gel est autoradiographic sur 

10 film X-Ray. 

Quel que soit le jeu d'amorces (RDC-1 et RDC-6 ou RDC-12 ei RDC-13), 
on observe un produit d'elongation dont la taille (40 bases) correspond a I'extension de 
I'amorce RDC-4 marquee, le long de la cible ADN (RDC-6 ou RDC-13, respectivement) 
lorsque ladite amorce RDC-4 est hybridee puis elongee. Ce produit n'est observable 

15 qu'en presence de la RNAse H et de la reverse transcriptase ; en Tabsence de Tune de ces 
enzymes, aucun produit d'elongation n'est detectable. 

Dans une seconde serie d'experiences, Tamorce de deplacement de type ADN 
RDC-4 a ete remplacee par Tamorce de deplacement de type ARN RDC-9 (SEQ ID 
No 7). Les conditions operatoires sent identiques a celles exposees ci-dessus. ,Les 

20 resultats obtenus avec cette amorce RDC-9 de type ARN sont comparables a ceux 
observes en presence de Tamorce RDC-4 de type ADN. 

EXEMPLE 3 : Utilisation (Vune amorce chimere ADN/ARN/ADN 

25 Cet exemple a pour but de montrer que Tutilisaiion d'une chimere plus 

complexe presentant de 5* vers 3' un segment ADN, puis un segment ARN et enfin un 
segment ADN. permet d'eviter Tutilisation d'une amorce de deplacement supplementaire 
dans le procede selon I'invention. Pour ce faire, deux oligonucleotides ont ete utilises, 
^oligonucleotide RDC-6 (SEQ ID No 1) constitue la matrice ADN cible, 

30 roligonucleotide RDC-10 (SEQ ID No 5) est I'amorce chimere. La sequence de 
I'oligonucleotide RDCIO (SEQ ID No 5) est complementaire de la sequence de 
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roligonucleotide RDC-6 (SEQ ED No 1). L'oligonucleotide RDC-IO est radiomarque au 
32 p a son extremite 5 -OH, par la polynucleotide kinase . 

L'oligonucleotide radiomarque RDC-10 et roligonucleotide RDC-6 sont mis 

en incubation pendant 1 minute a 95T a la concentration de 5.10^ copies/ ^il chacun 
5 dans un volume final de 20 ^1 de milieu reactionnel tel que decrit a I'exemple precedent. 
Les tubes sont ensuite places 10 minutes a 37°C afin de permettre Thybridation des 
oligonucleotides. Le melange reactionnel est alors depose sur gel de polyacrylamide non 
denaturant afin de recuperer specifiquement le duplex issu de Thybridation des monobrins 
RDC-10 et RDC-6 et d'eliminer ^oligonucleotide marque RDC-10 non hybride. Apres 

10 extraction du materiel purifie par electrophorfee, puis dialyse et precipitation, les acides 
nucleiques sont solubilises dans 20 ^1 de tampon 50mM Tris HCl pH 8.3, 75 mM KCl, 
3niM MgC12, 10 mM DTT et contenant ImM de chacun des dNTP. 0,1 unites de 
RNAse H (RNAse thermostable EPI center technologies) et de 200 unites de 
transcriptase inverse (Superscript II, Gibco-BRL) sont ensuite ajoutees. On effectue en 

15 parallele des controles reactionnels sans enzyme et/ou sans matrice. Apres incubation 
pendant 30 minutes a 37°C, la reaction est arretee par refroidissement sur de la glace, 
Une partie de chaque echantillon (10 est melangee avec 10|.il de "bleu formamide" 
(90% formamide, 0,02% xylene cyanol, 0,02% bleu de bromophenol, 25 mM EOT A) 
puis analysee par electrophorese sur gel 15% polyacrylamide - 7M uree en presence d'un 

20 marqueur de poids moleculaire forme par un melange d'oligodesoxyribonucieotides de 
70, 60, 40, 33, 25, 20 et 15 nucleotides. Apres sechage, le gel est autoradiographic sur 
film X-Ray. 

Les resultats observes permettent de constater que roligonucleotide RDC-10 
s'hybride effectivement a roligonucleotide cible RDC-6 et que ce duplex est un substrat 

25 pour la RNAse H (temoin sans transcriptase inverse mais en presence de RNAse H et 
apparition d'un produit radiomarque d'environ 15 bases). Par ailleurs, les resultats 
montrent qu'apres degradation de tout ou partie du segment ARN de la chimere RDC- 
10, le segment ADN de la chimere demeure hybride a Textremite 3' de la cible RDC-6 est 
utilise comme amorce par la polymerase (on obtient un produit radiomarque de 40 

30 bases). 
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EXEMPLE 4 : 

Cet exemple montre dans une premiere serie d'experiences, qu*une amorce 
. ARN hybridee sur une cible ADN peut servir de substrat a une ADN polymerase pour 

5 son elongation, puis a la RNAse H pour sa degradation ; et dans une seconde serie 
d'experiences, que la digestion par le RNAse H du segment ARN compris dans une 
amorce chimere ADN:ARN prehybridee sur une cible ADN permet rhybridation sur la 
cible ADN d'une amorce de deplacement de type ARN dont I'elongation par une ADN 
polymerase s'accompagne du deplacement du brin d'ADN issu de I'amorce chimere. Ce 

10 procede peut etre reitcre un grand nombre de fois par degradation de la partie ARN du 
produit d'elongation de I'amorce de deplacement puis hybridation d'une nouvelle amorce, 
elongation de cette amorce avec deplacement du brin hybride en aval, et ainsi de suite. 

Dans la premiere serie d'experiences, une amorce de deplacement ARN RDC 
8 (SEQ ID No.8) hybridee sur la matrice ADN cible RDC 6 (SEQ ID No.l) sert de 

15 substrat au fragment de Klenow de I'ADN polymerase I (USB) depourvue des activites 
exonucleases 3*-5' et 5'-3'. lO" copies de I'oligonucleotide RDC 6 (SEQ ID No.l) sont 
mises a incuber pendant 5 minutes a 65^C puis .3 minutes a 37°C dans le milieu 
reactionnel decrit precedemment dans Texemple 2 en presence de 1 mM dATP, dTTP, 
dGTP et de 0,1 ^M de dCTP contenant 1 |iCi de [a-^^P]. Apres addition de 2xl0" 

20 copies de I'amorce de deplacement ARN RDC 8 (SEQ ID No.8), I'incubation est 
poursuivie en presence de 10 U de Klenow Exo" (USB) et/ou de 0,2 U de RNAse H 
thentiostable (Epicentre Technologies) pendant 30 minutes a 37°C. La reaction est 
arretee par refroidissement sur de la glace. Une partie de chaque echantillon (10 ^1) est 
melangee a 10 ^1 de bleu formamide (90% formamide, 0,02% Xylene Cyanol, 0,02% 

25 Bleu de Bromophenol, 25 mM EDTA) puis analysee par electrophorese sur gel 
denaturant 15% polyacrylamide 7 M uree pendant 2 heures sous 350 Volts en presence 
d'un marqueur de poids moleculaire forme par un melange d'oligodesoxyribonucleotides 
de 70, 60, 40, 33, 25, 20 et 15 nucleotides. Le gel est analyse par autoradiographie sur 
film BioMax (Kodak). On observe en presence de Klenow Exo' un produit d'elongation 

30 dont la taille (40 bases) correspond a I'elongation de I'amorce de deplacement RDC 8. 
^addition de RNAse H exogene dans le milieu reactionnel pennet de visualiser un 
produit de 20 bases correspondant au produit d'elongation de I'amorce RDC* 8 dans 
lequel le fragment d'ARN a ete digere par la RNAse H. 

La deuxieme serie d'experiences est realisee sur un heteroduplex forme par 

35 hybridation de 2xl0" copies de I'oligonucleotide chimere RDC 1 (SEQ ID No.3) 
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hybridees sur 10^^ copies de matrice ADN cible RDC 6 (SEQ ID No.l), en presence de 
2x10^^ copies d'amorce de deplacement RDC 8 (SEQ ID No. 8), selon des conditions 
experimentales identiques a celles decrites precedemment. En presence de la Klenow 
Exo\ aucun produit correspondant a I'elongation de Tamorce de deplacement RDC 8 
5 (SEQ JD No.8) n'est observe car alors le site d'hybridation de I'amorce RDC 8 n'est pas 
accessible sur la cible ADN RDC 6 (SEQ ID No. 1). Lorsqu'on ajoute au milieu 
reactionnel 0,2 U de RNAse H, on observe un produit de 20 bases correspondant a la 
taille du produit d'elongation digere par le RNAse H. Dans cette experience, on montre 
que le segment ARN de I'amorce chimere RDC 1 peut etre digere par la RNAse H, une 

10 amorce de deplacement ARN RDC 8 peut venir s'hybrider et etre elongee par le Klenow 
Exo', en depla^ant I'ADN restant de la chimere Cela conduit a la reconstitution du duplex 
RDC 1 :RDC 6. Le phenomene peut etre reitere. 

Ainsi, dans le produit d'elongation de la premiere amorce de deplacement, 
TARN peut a son tour etre digere par la RNAse H, rendant accessible le site 

15 d'hybridation pour une autre amorce RDC 8 (en exces). On accumule ainsi des produits 
de 20 bases radiomarques, par reiteration du processus digestion-hybridation-elongation. 

EXEMPLE 5 : 

20 Dans cet exemple, on etudie la reconstitution d'un heieroduplex ARN:ADN 

par elongation d'une amorce ADN sur un oligonucleotide chimerie en presence d'une 
ADN polymerase, la digestion par la RNAse H de la partie ARN du duplex 
neosynthetise, puis I'elongation d'une amorce de deplacement ADN s'hybridant sur le site 
libere lors de la digestion. Dans cette experience, I'heteroduplex ARN: ADN est 

25 reconstitue en presence du fragment de Klenow de I'ADN polymerase I d*E. coli. On 
melange 10^^ copies d'amorce ADN A18 (SEQ ID No.9) a 10^^ copies de chimere RDC 
12 (SEQ ID No. 4) dans 20 ^1 d'un milieu reactionnel 50 mM Tris-HCl pH 7,5. 10 mM 
MgCb, 1 mM DTT en presence de 1 mM de chaque dNTPs. Les tubes sont places 3 
minutes a 65°C puis 5 minutes a ST^'C, avant addition de 5 U de Klenow (Boehringer 

30 Mannheim). La reaction s'efFectue 30 minutes a 37''C et est arretee par refroidissement 
sur de la glace. Les produits sont purifies par extraction avec un melange phenol- 
chloroforme-alcool isoamylique et concentres par filtration sur une unite Microcon 3 
(Amicon). Leur dosage est efFectue par absorbance a 260 nm. 

On met a incuber 3x10^^ copies des produits obtenus dans le milieu 

35 reactionnel 50 mM Tris-HCl (pH 7,5), 10 mM MgCb, 1 mM DTT en presence de 1 mM 
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de dARP, dGTP, dTTP et de 0,1 ^iM de dCTP contenant 0,5 ^iCi de [a-^^P]dCTP, 
pendant 3 minutes a 65°C puis 5 minutes a 2TC. Uamorce de deplacement RDC 4 (lO" 
copies) est ajoutee a la reaction et I'incubation est poursuivie en presence de 5 U du 
fragment de Klenow (Boehringer Mannheim) en presence ou en Tabsence de 0,2 U de 

5 RNAse H thermostable (Epicentre technologies) pendant 30 minutes a 37°C. En 
parallele, des temoins d'elongation sont realises dans les menies conditions, en presence 
de 10^^ copies d'amorce de deplacement RDC 4 hybridees sur 10^^ copies de cible 
synthetique RDC 13 (SEQ ID No.2) dont la sequence est complementaire de la sequence 
de la chimere RDC 12 (SEQ ID No.4). L'analyse des produits de reaction s'effectue 

10 comme decrit dans la premiere serie d'experiences de I'exemple 4. L'analyse 
autoradiographique des temoins revele un produit d'elongation doni la taille (40 bases) 
correspond a I'elongation de I'amorce de deplacement RDC 4 (SEQ ID No.6) sur la cible 
RDC 13 (SEQ ID No.2). En presence de Theteroduplex reconsiilue, le meme produit 
d'elongation apparait de maniere intense si la RNAse H et le fragment de Klenow sont 

15 presents dans le milieu. 



20 
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LISTEDE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES: 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: BIO MERIEUX 

(B) RUE: Chemin de rOrme 

(C) VILLE; MARCY L-ETOILE 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 69280 

(G) TELEPHONE: (33) 78 87 20 00 

(H) TELECOPIE: (33) 78 87 20 90 

(ii) TITRE DE L'lNVENTION: Precede d'amplification de sequences d'acide 

nucleique par deplacement, a I'aide d'amorces chimeres. 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 9 

(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Disquette 

(B) ORDINATEUR: PC compatible 

(C) SYSTEME D-EXPLOITATION: MS-DOS #6.21 

(D) LOGICIEL: Word #6.0 pour Windows #3.1 

(vi) DONNEES DE LA DEMANDE ANTERIEURE: 

(A) NUMERO DE LA DEMANDE: FR 95 08945 

(B) DATE DE DEPOT: 24-JUL-1995 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 40 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple " 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

Cii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: synthese chimique 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 
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CTCTTACTGT CATGCCATCC GTCTCGTCTC GTCTCGTCTC 40 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGLFEUR: 40 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION; lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINS: synthese chimique 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ED NO: 2: 
ACACTGCGGC CAACTTACTT GTCTCGTCTC GTCTCGTCTC 40 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 40 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: iin&ire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: autre acide nucleique : chimere ARN-ADN 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: synthese chimique 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: caracteristique particuliere 

(B) EMPLACEMENT: 1 ..20 

(D) AUTRES INFORMATIONS: 

- les nucleotides 1 a 20 sent des ribonucleotides 

- les nucleotides 21 a 40 sont des desoxyribonucleotides 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 
GAGACGAGAC GAGACGAGAC GGATGGCATG ACAGTAAGAG 40 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 40 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

Cii) TYPE DE MOLECULE: autre acide nucleique : chimere ARN-ADN 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: synthese cMmique 

Cix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: caracteristique particuliere 

(B) EMPLACEMENT: 1 ..20 

(D) AUTRES INFORMATIONS; 

- les nucleotides 1 a 20 sont des ribonucleotides 

- les nucleotides 21 a 40 sont des desoxyribonucleotides 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 
GAGACGAGAC GAGACGAGAC AAGTAAGTTG GCCGCAGTGT 40 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 40 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: autre acide nucleique : chimere ADN-ARN-ADN 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 
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(vi) ORIGINE: synthese chimique 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: caracteristique particuliere 

(B) EMPLACEMENT: 16..20 
(D) AXmyES INFORMATIONS: 

- les nucleotides 16 a 20 sont des ribonucleotides 

- les autres nucleotides sont des desoxyribonucleotides 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ED NO: 5: 
GAGACGAGAG GAGACGAGAC GGATGGCATG ACAGTAAGAG 40 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1 8 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: synthese chimique 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 
GAGACGAGAC GAGACGAG 18 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1 8 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(u) TYPE DE MOLECULE: ARN 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
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(iv) ANTI-SENS: NON 
(vi) ORIGINE: synth&e chimique 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 
GAGACGAGAC GAGACGAG 18 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ARN 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI^SENS: NON 

(vi) ORIGINE: synthese chimique 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 
GAGACGAGAC GAGACGAGAC 20 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 9: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 17 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: synthese chimique 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 
ATAACACTGC GGCCAAC 17 
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REVENDICATIONS 

1. Precede d'amplification d'une sequence d'un acide nucleique cible, ladite 
sequence comprenant, a partir de son extremite 5', une re^on amont et, i partir de son 
5 extremity 3*, une region aval, 

ledit procede comprenant les etapes consistant : 

- i obtenir un polynucleotide monobrin de type ADN comprenant un premier 
segment correspondant a la sequence cible a amplifier et comprenant en outre un 
deuxieme segment de sequence arbitraire, situe en aval de I'extremite 3' dudit premier 

10 segment, et 

- a mettre en contact ledit polynucleotide monobrin, 

en presence d*un systeme enzymatique ayant une activite d'ADN polymerase ADN- 
dependante, une activite de deplacement de brin et une activite RNAse H, et en presence 
d*un exces de desoxyribonucleosides triphosphates, 
15 avec un ensemble rfamorces, presentes en exces, comprenant : 

a) une premiere amorce chimere comprenant successivement, dans le sens 
5' 3' : 

- un segment de type ARN, de sequence complementaire d'au moins une 
partie de la sequence du second segment dudit polynucleotide monobrin, ladite partie 

20 contenant i'extremite 5' dudit second segment, 

- et un segment de type ADN capable de s'hybrider avec au moins une 
partie de ladite region aval, ladite partie contenant I'extremite 3' de ladite region aval, 

et/ou 

b) une seconde amorce chimere comprenant successivement, dans le sens 
25 5' 3' : 

- un segment de type ARN de sequence arbitraire, 

- et un segment de type ADN, homologue d'au moins une partie de ladite 
region amont, ladite partie contenant I'extremite 5' de ladite region amont, 

etant entendu que : 

30 soit la premiere amorce contient, en amont du segment de type AKN, un second 

segment de type ADN de sequence arbitraire, mais dont au moins une partie contenant 
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son extremite 3' est capable de s'hybrider avec une partie contenant Textremite 3* dudit 
polynucleotide lorsque ledit segment d'ARN est plus court que ledit second segment 
dudit polynuclfotide simple brin, 

soit la premiere amorce ne contient pas un tel second segment de type ADN et 
5 dans ce cas, ledit ensemble d'amorces contient alors une troisieme amorce dont au moins 
une partie, contenant I'extremite 3' de iadite troisieme amorce, est capable de s'hybrider 
avec au moins une partie du second segment dudit polynucleotide simple brin, 

et etant entendu que : 

soit la seconde amorce contient, en amont du segment de type ARN, un second 

1 0 segment de sequence arbitraire de type ADN, 

soit la seconde amorce ne contient pas un tel second segment de type ADN et 
dans ce cas ledit ensemble d*amorces comprend une quatrieme amorce dont au moins une 
partie, contenant Textremite 3' de Iadite quatrieme amorce, est homologue d'au moins 
une partie de la sequence du segment de type ARN de la seconde amorce, 

15 2. Procede selon la revendication 1, caracterise par le fait que Ton utilise des 

premiere et seconde amorces ne comportant pas de second segment de type ADN, ainsi 
qu'une troisieme et quatrieme amorce. 

3. Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise par le fait que lesdites 
troisieme et quatrieme amorces sont de type ADN. 

20 4. Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise par le fait que lesdites 

troisieme et quatrieme amorces sont de type ARN. 

5. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise par le fait que le produit de depart est un acide nucleique contenant la 
sequence a amplifier et se prolongeant, au-dela de i'extremite 3* de Iadite sequence, par 

25 un segment polynucieotidique aval contenant une zone oligonucleotidique dite zone aval, 
et se prolongeant eventuellement au-dela de I'extremite 5' de Iadite sequence par un 
segment polynucieotidique amont, caracterise par le fait que pour obtenir ledit 
polynucleotide monobrin de type ADN, on ajoute une cinquieme amorce capable de 
s'hybrider avec Iadite zone aval. 

30 6. Procede selon la revendication 5, caracterise par le fait que Ton ajoute en 

outre une sixieme amorce homologue d'une zone oligonucleotidique dudit segment 
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polynucleotidique amont. 

7. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, caracterise par le 
fait que le produit de depart est un ARN contenant la sequence a amplifier, et que pour 
obtenir ledit polynucleotide monobrin de type ADN, on met en contact ledit ARN avec 

5 lesdites premiere et seconde amorces et le cas echeant avec lesdites troisi^me et 
quatrieme amorces. 

8. Necessaire pour la mise en oeuvre du procede selon Tune quelconque des 
revendications precedentes, caracterise par le fait qu'il comprend un ensemble d'amorces 
tel que defini dans Tune quelconque des revendications 1 a 6. 

10 
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